








































よび JM109 は大腸菌 K12 株およびその誘導体に属す




Construction of a pGreenBSK+ plasmid vector with an inserted green fluorescence protein 






質（Green fluorescence protein: GFP）をコードする GFP 遺伝子（gfp）を含んでいる．pGreen から取り出した gfp を
プラスミド pBluescriptSK+ に挿入し，学生実験に用いることのできるプラスミド pGreen-BSK+ を構築した．その
際，lac プロモーターが作用する方向とは逆向きに gfp を組み込み，また，1度のサブクローニングで gfp を含む
DNA 領域を大腸菌でのタンパク質発現ベクターである pET19b に挿入できるよう塩基配列を置換した．Gfp を組み
















いる7）．pGreen に含まれる gfp を pBluescriptSK+ に導
入し，プラスミド pGreen-BSK+ を作成する．pGreen-
BSK+ を作成する際には，gfp を pET19b に，決められ









に，lacUV 5プロモーターの制御下にある T7 RNA ポ
リメラーゼ遺伝子の染色体コピーを有している大腸菌
JM109（DE3）を GFP 遺伝子を組み込んだ pET19b で
形質転換する．そして，GFP タンパク質が大腸菌内
Fig. 1　Strategy for the synthesis of pGreen-BSK+.
The name and the size of plasmids are represented at the center of the plasmid map. The number with the name of restriction enzyme indicates its recognition 
site. The closed arrow indicates GFP gene (gfp), open square indicates the ampicillin-resistance gene (rAmp), open arrow indicates the ,β-galactosidase gene, 
and the gray arrow indicates the lac promoter.
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菌クローンを単離した．pGreen の NcoI 認識部位200










は，pGreenT14C とした．また，pBluescriptSK+ の 681 
番目の GAC から CAT に変異させ，NcoI 認識部位を導
入するためには，SK+_GAC 681 CAT_NcoF プライマー，
CTCGAGGTCCATGGTATCGA, お よ び SK+_GAC 681 
CAT_NcoR プライマー，TCGATACCATGGACCTCGA
G, を用いた．NcoI 制限酵素部位を導入されたプラス
ミドは pSK+-NcoI とした．PCR 反応は，タカラ PCR
サーマルサイクラー Dice グラジェント（タカラバイ
オ）を用いて行った．
3． pBluescript SK+に gfpを挿入したプラスミドベクター，
pGreen-BSK+の作成
　pGreen の NcoI 認識部位の欠質および GFP タン
パク質コード開始部位に NcoI 認識部位を導入した
pGreenT14C を制限酵素 NcoI および EcoRI で切断し，
gfp を含む約 700 bp の DNA 断片を精製した．この
gfp を含む DNA 断片と NcoI および EcoRI で切断した







　プラスミド pGreen-BSK+ を NcoI および BamHI で
処理し，gfp 部位を切断した．これをアガロースゲル












1）．まず，pGreen の gfp 内部に存在する制限酵素 NcoI
認識部位をアミノ酸配列を変えずに NcoI で切断で
きないように変異を導入した pGreenA200T を作成す




入し pSK+-NcoI を作成する．pGreenT14C から gfp 部





1． 試薬， ベクター， 大腸菌













の PCR 反応液は，鋳型となるプラスミド 5-10 ng，
変異導入を誘導する2種類のプライマーをそれぞれ
20 pmol, KOD  buffer 5 μL，25 mM MgSO4 3 μL，2 mM 
dNTP 5 μL および KOD-Plus ポリメラーゼ1 μL を混合
し，滅菌水で総量50 μL に調整した．PCR 反応は，






pGreenT14C-11，を NcoI で切断した．pGreenT14C-5 お
よび pGreenT14C-11 を NcoI で処理することにより，
約 3.5 kbp の長さの NcoI で処理していない時と異なる
移動度を示すDNAが確認された（Fig.2b）．すなわち，
pGreenT14C-5 及び pGreenT14C-11 には，NcoI 認識部
位が導入されたことがわかる．
　pGreenT14C の gfp 領域を pBluescriptSK+ に組み込
むため，pBluescriptSK+ に PCR 法を用いて NcoI 認識
部位を導入した．得られた大腸菌クローンに含まれ
たプラスミド，pSK+-NcoI 1-3 は，NcoI 処理によって
NcoI 未処理の時と異なる約 3.0 kbp の DNA が検出さ
れた（Fig. 2c）．すなわち，pSK+-NcoI 1-3 は，NcoI 認
識部位を持つことが確認できた．
2． 点変異導入した gfpの pSK+-NcoIへの挿入
　Gfp 内部の NcoI 認識部位の欠失および gfp 開始部位
への NcoI 認識部位を導入した pGreenT14C-5 より gfp
を切り出し，pSK+-NcoI-1 に挿入した．gfp を切り出
す際には，NcoI および EcoRI を用い，同じ制限酵素
で切断をした pSK+-NcoI-1 に接合した．得られた大
腸菌クローンから得たプラスミド pGreen-SK+ 1-4 を
NcoI および BamHI を用いて切断し，gfp の挿入を確
認した（Fig. 2d）．すべてのプラスミドから約 0.8 kbp
および約 3.0 kbp の DNA 断片が検出された．約 0.8 
kbp の DNA は，pGreen を NcoI および BamHI で処理
した時にも見られるが，pSK+-NcoI では生じない．す
なわち，gfp の部分に相当する．また，約 3.0 kbp の






　 得 ら れ た pGreenBSK+ よ り，gfp を NcoI お よ び
BamHI で切り出し，発現ベクター pET19b に挿入し
た．生じた大腸菌クローンより pET-Green 1, 2, 3, 5プ
ラスミドを得た．GFP 遺伝子及び pET19b に特異的
なプライマー，すなわち，pGreenA200TF プライマー
及び T7 terminator プライマー，を用いた PCR 法によ
り gfp の pET19b への挿入を確認した．pET-Green の
pGreenA200TF プライマー及び T7 terminator プライ
マーに挟まれた領域の長さは 697 bp である．pET-Green 
1, 2, 3, 5を鋳型とする PCR 反応によって，すべての
Gel purification kit を用いて精製した．精製した DNA
断片は NcoI および BamHI で切断した pET19b と T4 
Quick ligase を用いて接合した．この反応液でコン
ピテントセル DH5α の形質転換を行い，gfp が挿入
された pET19b，すなわち，pET-Green プラスミドを
含む大腸菌クローンを得た．このクローンより再度
プラスミドを調整後，gfp に特異的な pGreenA200T 
F プライマー，ACCTGTTCCTTGGCCAACAC, 及
び，pET19b に特異的な T7 terminator プライマー，
GCTAGTTATTGCTCAGCGG，を用いた PCR法（94℃
30 秒，55℃ 30 秒，72℃ 1 分，30 サイクル）により，
pET19b への gfp の挿入を確認した．
5． GFP タンパク質の発現の確認
　pET-Green でコンピテントセル JM109(DE3) を形質
転換した．pET-Green を含む JM109(DE3) は，100 μg/
mL アンピシリンを含む LB 寒天培地で生育させた．
IPTG による GFP タンパク質の発現誘導実験を行う際
には，大腸菌を100 μg/mL アンピシリンを含む LB 液
体培地で培養後，0.4 mM IPTG を添加し室温で4時間
培養した．大腸菌を集菌後，GFP タンパク質の発現を 





1． Gfpに存在する NcoI認識部位の欠失， gfpの 5’ 部
位への NcoI認識部位の導入および， pBluescript 
SK+への NcoI認識部位の導入





で切断した．Fig. 2a で示すように，NcoI 認識部位を
持つ pGreen は NcoI で切断され，約 3.5 kbp の長さの
DNA が検出された．しかし，得られた5つのプラスミ
ド，pGreenA200T 1-5 は NcoI では切断されず，異な
る移動度を示す DNA が検出された（Fig. 2a）．すなわ
ち，pGreenA200T 1-5 はすべて NcoI 認識部位を欠失し
ていることが確認できた．
　NcoI によって切断されない pGreenA200T-1 の GFP
タンパク質をコードする領域はメチオニンから開始















めに作成したプラスミド pGreen-BSK+ は，gfp 内にあ
る NcoI 認識部位をアミノ酸の置換をすること無しに
ものから約 700 bp の DNA が検出された（Fig. 3a）．
pET-Green 1, 2, 3, 5で形質転換した大腸菌 JM109(DE3)
を培養後，タンパク質の発現誘導剤である0.4 mM 
IPTG 存在下，室温で4時間培養し，GFP タンパク質の
発現を確認した（Fig. 3b）．Fig. 3b で示すように pET-








腸菌でも IPTG を添加していないものと比べ，分子量 
Fig. 2　Electrophoretic profile of the nucleotide-mutated or gfp-inserted plasmids.
⒜　The clones 1-5 of pGreenA200T, with the adenine at position 200 in pGreen replaced with thymine, were digested with NcoI. The left lane shows the 
pGreen digested with NcoI. ⒝　The clones 5 and 11 of pGreenT14C, with thymine at position 14 in pGreenA200T replaced with cytosine, were treated with 
(NcoI +) or without (NcoI-) NcoI to confirm the production of an NcoI recognition site. ⒞　The clones 1-3 of pSK+-NcoI, inserted into NcoI site at 677 into 
pBluescriptSK+, were digested with (+) or without (-) NcoI to confirm the production of NcoI recognition sites. ⒟　Clones 1-5 of pGreen-BSK+ inserted with 
gfp to pSK+-NcoI, were digested with both NcoI and BamHI. To compare the pGreenBSK+ clones 1-5, the pGreenT14C clone 5 (second lane from right) and 




pGreenBSK+ の gfp の上流には pBluescriptSK+ に由来
する KpnI 及び NcoI 認識部位が，下流には，EcoRI, 
SmaI, PstI, BamHI, SpeI, XbaI, NotI, SacI の制限酵素認
識部位が存在する．また，lac プロモーターの向きと
は逆向きに gfp を挿入し，lac プロモーターの調節に
よって GFP タンパク質を発現できないよう工夫をし
た．pGreem-BSK+ で 大 腸 菌 DH5α 及 び JM109(DE3)
を形質転換しても GFP タンパク質は発現されなかっ
た（データは示していない）．
　pET19b のマルチクローニングサイトには XbaI, NcoI, 
NdeI, XhoI, BamHIの5ヶ所の制限酵素認識部位をもつ．






べてを満たす制限酵素は NcoI および BamHI である．







　pGreen-BSK+ を NcoI 及び BamHI で切断後，gfp を






















には，gfp を lac プロモーターと逆向きに挿入できる
よう NcoI 認識部位を導入した．そして，pGreenT14C
を NcoI 及び EcoRI で切断し，精製した gfp を含む
Fig. 3　Confirmation of insertion of gfp into pET19b and the expression of 
GFP proteins.
⒜ Insertion of gfp into pET19b was confirmed using PCR with specific 
primer to pET19b and gfp. From left, the PCR templates were pET-
Green clones 1, 2, 3, and 5 that were plasmids inserted gfp to pET19b, 
pGreenBSK+ clone 3, and pET19b, ⒝ The expression of GFP protein. 
JM109 (DE3) transformed with pET-Green were grown in LB medium 
with (+) or without (-) 0.4 mM IPTG for 4 h. JM109 (DE3) was 
precipitated by centrifugation and irradiated by ultraviolet at 365 nm.⒞ 
The proteins from JM109 (DE3) transformed with pET-Green clone 1, 
2, 3, and 5 were separated by SDS-PAGE.JM109 (DE3) transfected with 
pET-Green clones 1, 2, 3, and 5 were cultured in LB medium with (+) or 
without (-) IPTG for 4 h. Closed arrow indicates the size of GFP proteins.
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換え実験の学習に有効なプラスミドベクターと言えよ
う．
　pET 系ベクター系は T7 プロモーターを持ち，lac オ
ペロンと T7 RNA ポリメラーゼ遺伝子を組み込んだ，
すなわち，DE 3，をもつ大腸菌に導入すると，IPTG
によりタンパク質の発現が誘導される．しかし，今回
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Construction of a pGreenBSK+ plasmid vector with an inserted green fluorescence protein 
gene for use in experiments by students
Yoko Kobayashi
Abstract
　Considering the remarkable recent advances in molecular biology, it has become imperative to include basic molecular 
biology experiments in the university curriculum. The theme of the experiments on gene recombination should be in 
accordance with the principle of “Act on the conservation and sustainable use of biological diversity through regulation of the 
use of living modified organisms.” Moreover, the experimental design should be easy to follow. In this article, a pGreenBSK+ 
plasmid vector was constructed for use in experiments carried out by students. A green fluorescence protein gene (gfp) that 
has strong green fluorescence was excised from pGreen and inserted into pBluescriptSK+ plasmid at downstream of the lac 
promoter in reverse. For this, several mutation experiments were performed by making or breaking the recognition sites for 
restriction enzymes. The gfp gene was excised from pGreenBSK+ by using NcoI and BamHI restriction enzymes, and was 
inserted into pET19b, a protein expression vector for Escherichia coli (E. coli), which was treated with the same restriction 
enzymes. JM109 (DE3), a strain of E.coli, was transformed with pET19b with inserted gfp, and GFP proteins were synthesized 
in the transformed JM109(DE3) cells under glucose starvation. The expressed GFP protein could be visualized under ultraviolet 
radiation. The pGreenBSK+ described here might be useful for DNA recombination experiments carried out by students.
Key words: Green fluorescence protein, Gene recombination, Plasmide, Escherichia coli
